Spectrophotometric Determination of Calcium with 2,2\u27-Bibenzoxazoline : Studies on the Colorimetric Analysis with Organic Reagents IX by 大井 信一
2，2'- ピ ベ ン ズオ キ ザ ゾ リ ン に よ る カ ル シ ウ ム
の 吸光光度定量
(有機試薬に よ る 比色分析の研究 第 9 報)
大 井 信
Spectrophotometric Determination of Calcium with 2 ， 2' -Bibenzoxazoline. 
(Studies on the Colorimetric Analysis with Organic Reagents . IX) 
Nobuichi δI 
55 
The alcoholic solution of 2 ， 2' - bibenzoxazoline forms a r吋 colored water -soluble 
<:helate compound with micro amounts of calcium in a highly basic solution . Tb.e reaction 
is very sensitive and selective in 出e pr団ence of KCN .  Therefore， the fundamental conditi­
()ns for the determination of calcium with this reagent have been investigated . The 
calcium chelate has a maximïím absorbance at 5 10 -5 12 mμ. against the reagent blank 
solution . The optimal alkalinities  of solution for developing of the color are 0 . 028 -
.0 . 052 N . NaOH . Reproducible result can be obtained when the absorbance is measured 
between 10 ー 1 5 min . after the reagent added. 
The calibration Curve follo ws Beer' s law up to 1 . 2 μg. j ml .  of calcium . The interfere­
nces  of heavy m etal s such as Fe ， Co ，  Ni ， Cd and Mn are eliminated in the presence 
of KCN _ The chelate compounds of Sr a nd Ba are decomposed with small amoïínts 
'Ûf Na2CO a while the calcium chelate is stable . 
1 . 緒 言
微量カ ル シ ウ ム の定量は， 食 品 ， 医薬， 生化学領域に限 ら ず， 近来金属材料 な ら び に工業製品に
つ い て も 重要 な課題 と な っ て い る 。 キ レ ー ト 滴定法に よ れ な い 微量 の カ ノレ シ ウ ム の 定量 は炎光光度
法 が行われて い る が ， 吸光光度法 に は良法が な い の が現状で あ る 。 従来お こ なわれて き た方法 は ，
修酸塩， 燐酸塩，
〉
コ バ ル ト 亜硝 酸塩，
〉
ピ ク ロ ロ ン 酸品等 と し て 沈澱せ し め ， 沈澱 中 の カ ノレ シ ウ ム 以
外 の 成分を 定量す る 間接法 で ， 方 法 の主体が沈澱法で あ る た め鋭敏度 な ら び に精度に問題があ る 。
直接法 と して ム レ キ シ ド ， エ リ オ ク ロ ム ブ ラ ッ ク T与を 用い る 方法があ る が ， 何れ も そ の 着色生成
物 の安定度が悪 く ， 叉試 薬そ の も の も 不安定で溶液 と し て は 短時間 しか保存で き ない等 の扶点があ
る 。 以上 の こ と か ら 著者は カ ル シ ウ ム の置接光度定量法 の ーっ と して ， J ， f ー ピ ベ ン ズ オ キ ザ ゾ リ
ン (以下BBO と 略記す る ) を 用い る 方法を検討 した。 BBO は ， E . Bayerに よ っ て 0 -. ア ミ ノ フ エ ノ
ー ル と グ リ オ キ ザ 入 ル の 縮合に よ っ て得 ら れ ， 銅 ， ニ ッ ケ ノレ ， コ バ ル ト ， カ ド ミ ウ ム ， マ ン ガ ン お よ
び ウ ラ ン 等 と 分子 内錯化合物 ( llI ) を 生成す る こ と が報告 さ れた が ， そ の構造は シ 7)
フ 塩基 グ リ オ
キザル ピ ス ( 2 ー ヒ ド ロ キ シ ー ア ニ ル ) (I[ ) で あ る と 考 えて い た。 D . Goldstein等 は こ の試薬が
水酸化 ア ル カ リ 性溶液で カ ル シ ウ ム と 鋭敏に反 応 し 赤色化合物を 生ず る こ と を 見 出 し ， シ ア ン イじカ
56 
リ ウ ム の 存在 の下で カ ル シ ウ ム の検 出 剤 で あ る こ と を提 唱 し ， キ レ ー ト 滴定 に お け る 指示薬 と し て
も 使 用 した。 村 瀬 は こ の試薬な ら びに類縁縮合物 の構造を く わ し く 研究 し ， BBO ( 1 ) で あ る こ と
を 確 め ， そ の ア ル コ ー ル 溶液 は ア ル {カ リ の 添加 に よ っ て ， シ ッ フ 塩基型 グ リ オ キ ザ ル ピ ス ( 2 ー ヒ ド
ロ キ シ ー ア ニ ル 〉 に互変異性佑 し ， ( ][ ) の 如 き 金 属錯化合物を つ く る も の と 決論 した 。
α?"や議《 》 志CXX;O
( 1 ) ( ll )  ( ][ )  
著者 は BBOを 用 い て カ ル シ ウ ム の 光度定量を行 う た め の 基礎 的条件を検討 し た結果 ， 充分満足す
べ き方法 と は云 え な い が ， 鋭敏度 も 高 く ， 溶液 の 色 の安定度 も ム レ キ シ ド よ り はい く ら かす ぐれて
お り ， 試 薬 の ア ル コ ー ル 溶液 は安定 で 3 カ 月 後 にわずかに黄変す る が 尚 使用 に た え る 等 の 若 干 の利
点 があ り ， 定量法 と し て 利 用 で き る と 考 え る の で報告す る 。
2 . 実 験 お よ び 結 果
2 ・ 1 試薬お よ び測定装置
2 . 1 ・ 1 カ ル シ ウ ム 標準溶液
和光純薬製特級炭酸 カ ル シ ウ ム を 1 l00 Cで 3 時 間乾燥 し た後 ， そ の0 . 1 249gを秤取 し蒸溜塩酸 lOmI
に溶解 し ， 水 200ml を加 え て 煮沸 し炭酸を駆除 し ， 冷却後 ， 炭酸を 追い 出 し た水で メ ス フ ラ ス コ を
用い て 正確 に 500ml に希釈す る 。 こ の 溶液 の カ ル シ ウ ム 濃度 は 100μgjml で あ る 。 そ のつ ど正確 に
1 0倍 に希釈 し ， 10μg /ml と し て 使用 し た 。
2 ・ 1 ・ 2 BBO 0 . 05% ア ル コ ー ル 溶液
E . Bayer の方正に従っ て 合成 し ， ア ル コ ー ル か ら数 回再結精製 し た 純 品0 . 25gを 95% エ チ ル ア ル
コ ー ル500ml に溶解 した。
2 ・ 1 ・3 水酸佑ナ ト リ ウ ム lN溶液
和光純薬製特級水酸化 ナ ト リ ウ ム か ら飽和溶液を つ く り 約 1 週間密栓 し て 放置 し そ の 上澄液 50'
mlを炭酸を追い 出 した水に溶解 し500ml と し 約2N溶液 と し て 貯蔵 し ， そ の濃度を 使 用 の つ ど lN塩酸
で標定 し ， 必要量を希釈 し て lN溶液 1 00ml ずつ を調製 し て 使用 し た。
2 ・ 1 .4 シ ア ン 化 カ リ ウ ム 5 %溶液
関東化学製特級 シ ア ン 化 カ リ ウ ム 25gを氷400mlに 溶解 し2 � 3 日 放置後調 過 し500mI に希釈 し た。
2・ 1 ・5 塩化ナ ト リ ウ ム 5 �ぢ溶液
和光純薬製特級塩化 ナ ト リ ウ ム 25gを水500ml に溶解 し た 。
2・ 1 ・6 そ の 他
す べて イ オ ン 交換水を 用い ， 水お よ び試薬溶液類 の貯蔵 に は ポ リ エ チ レ γ 製試薬瓶を 用 い た 。
2・ 1 ・ 7 測 定 装 置
光度計 は 日 立製分光光電光度計 EPU -2A 型お よ び液槽は厚 さ l cm の ガ ラ ス セ ル を 用い た 。
2・ 2 実 験 方 法
5伽nl， メ ス フ ラ ス コ に50μg迄を 含む カ ル シ ウ ム 試料溶液を と り ， 5 �ぢ塩化 ナ ト リ ウ ム 溶液 l ml ，
lN 水酸佑ナ ト リ ウ ム 溶液 2 � 3 ml を加 え水 を加 え て 30ml程度に希釈す る 。
試薬BBO 0 . 05�ぢ ア ル コ ー ル 溶液 1 0mlを加 えふ り ま ぜ ， つ い で標線迄水で希釈 し た後充分ふ り ま
ぜ よ く 混 合 し ， そ の 一部 を 吸収 セ ル に移 して510mμ の 波長でそ の 吸光度を 測定す る 。
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2 .3 試薬 お よ び カ ル シ ウ 錆イじ合物の 吸収曲 線
試薬BBO の ア ル コ ー ル溶液そ の ま ま で は無色でそ の 吸収 曲 線は前報に示 した様に237mμ と 293mμ
に極大 吸収を示 し可視部 に は 吸収を示 さ な い が ， 強 ア ノレ カ リ 性溶液 中で は控黄色 に な り 可視部 に大
き な 吸収を示す よ う に な る 。 実験方法に従っ て発色せ しめ た カ ル シ ウ ム 1μgJml の 溶液 と 試 薬 のみ
の 吸収を 測 定 した結果を 図 ー 1 に示 した。 カ ル シ ウ ム 錯化
合物を含む溶液 の 吸収 と 試薬 のみ の 吸収 はほ と ん ど重 な る 。
よ っ て カ ル シ ウ ム 錯1t合物を含む溶液 の 吸収か ら試薬 の 吸
み の 吸収を差引いて カ ル シ ウ ム 錯化合物の 吸収 曲 線を求め 凶
た 結果そ の 吸収 の極大は 5 1O -512mμに あった。 よ っ て 吸 止JC o.宮
光度 の 測 定 に は 5 10mμ の波長を用い 試薬溶液を対照液 と




2 ・ 4 発色お よ び着色溶液 の安定性 に お よ ぽす ア ル カ り
性度 の影響
カ ル シ ウ ム l μgJml の 溶液 につい て ， 実験方法に したが
し 、 I N水酸化ナ ト リ ウ ム 昨夜の 添加量を 0. 5mJ ずつ IOml 迄
変 え ， 溶液 の ア ル カ リ 性度を種 々 に変1tせ し め ， 各 々 につ 、00. 500 
波 長 mμい て 発色後 か ら30分間にわた り 2 - 5 分毎にそ の 吸光度 の
図- 1 カ ル ν ワ ム 錯化合 物お よ び変化を測定 した。 溶液 の ア ル カ リ 性度 はそ の一 部 を と り 試薬の吸収曲線
O . IN 塩酸に よ る 滴定 に よ り 求めた。 図 - 2 に 示 す 如 く 1: カ ル ν ワ ム 錯化合物お よ び試薬
の吸収曲線 ca : l!J.gjml 0 . 02sN -o . 052Nの ア ル カ リ 性， 即ち 中性溶液へ lN水酸化 II : 試薬 の み の吸収曲 線
ナ ト リ ウ ム 1 . 5 -3tnl ， の添加 に お い て ， 発色後 6 - 8 分で 1[: カ ル ν ク ム 錯化合物の吸収曲線
最大発色 に 至 り そ の後約 10分間 は安定で 吸光度は一定値を示 した後徐 々 に退色す る 。 こ れ よ り ア ル
カ リ 性度が低 く て も 高 く て も 全発色 に 至 ら ず， ア ル カ リ 性度が低ければ最大発色に 至 る 時 聞 は次第
に長 く な り ， 高ければ最大発色 に至 る 時 間 は短 く な る が退色 も 早 く な り ， 何れ も 吸光度 は時間 と 共
に徐 々 に変化 して 一定値を示 さ ず時聞を規定 して も 再現性あ る 結果は得がたい。 種 々 な ア ル カ リ 性
度に対 し て 最大発色時 の 吸光度を プ ロ ッ ト した結果を 図- 3 に示 した。 尚 吸光度測定にあた り 再現
性あ る 結果を う る ため試薬添加時 の 溶液 の ア ル カ リ 性度 と 経過時間を 出 来 る だけ規定 す る 事が 必要
であ る 。 即ち試料溶液 の遊離離は予め滴定に よ っ て 中和量を知 り ， lN 水酸化ナ ト リ ウ ム 2 mlを過剰
に加 え必ず容積
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-�O 凋h 。 乱1
ア ル カ リ 性度
図- 3 最大発色にお よ ほす溶液の
ア ル カ 9 性皮の影響
Ca : lpgjml 波長: 510mμ 
、 2 1(.
図- 2 発色時間お よ び安定度にお
よ ほす ア Jレ カ P 性皮の影響
-0-0- O . 028-0. 052N -・-・- O . 018N ームーム- O . 14N 
Ca : 1 陪jm1 . 波長: 510ml'-
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2 ・5 試薬 の 添加量
カ ル シ ウ 1μgjml の場合につ い て ， 試 薬 の 添加量を 1 - 10ml の 範囲 に 変 え て そ の発色 な ら び に赤
色可溶性錯化合物 の安定度 に お よ ぽす影響を し ら ベ試薬 の 必要量を求めた。 各添加量につい て 前項
の 如 < 2 - 5 分毎 に30分間 に わ た っ て 吸光度 の 変化を し ら ベた。 ぞれぞ れ の場合 にお け る 最大 吸光
度を 図 - 4 に示 した。 試 薬添加量 は0 . 05�ぢ ア ル コ ー ル 溶液 7 . 5ml ( モ ル 比 で約 12倍 ) で ほ ぼ全発色
に近 く な る が ， 尚 い く ら か 吸光度は低 く ， 10ml 加 え た場合の方 が最大発色 に 至 る 時聞が若干短 く 安
定度 も わ ずか な が ら よ い 。 試 薬添加量 と カ ル シ ウ ム 錯化合物 の 色 の経時変化の関係を ，図 ー 5 に示 し
た。 い ずれ も 試薬 の 吸収 を差引し 、 た も の であ る 。 0 . 05�ぢ試 薬溶液 10mlを加 えた場合は発色後 8 分で
最大 吸光度に達 し， そ の後 10分間 は安定で 吸光度 は一定値を示す。





• 2 .. ‘ .  1 0 凪
試 薬 添加量
図- 4 試薬添加量
Ca : 1μgjml 
ア ル カ リ 性度 : O . 037N 
波長 : 5 1 0mμ 
2 ・ 6 検 量 線
以上検討 し た定量条件に も と ず き ， カ ル シ ウ
ム 濃度を 変 え て ， 吸光度 の関係を し ら ベた。 そ
の 結果を 図 ー 6に示 し た 。 1 .2μgjml迄 ベ ー ル の
法則に したがい原 点を通 る 直線に な る 。 Ca O . l
μgjml の濃度で透過率は9 1 . 6% で あ り ， 透過率
95% を 定量限 界 と すれ ば ， Ca 0 . 05μgjml ま で
定量で き る 。 誤差は 5 %以下 で あ っ た 。
2・ 7 共存イ オ ン の 影響
多 量 の 重金属類お よ び ア ル カ リ 土金属類は試
料調製 の段階で適 当 な前処理 を 行っ て 除い て お
かね ば な ら な い 。 微量 の重金属類につい て も ジ











1 0  2 0  事 o 1ft'" 
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図- 5 カ Jレ ν ク ム 錯化合物の経時変化
Ca : 1μg . /m l . ア ル カ リ 性度 :
O . 037N ， 波長 : 510mμ 
0 . 059ぢ試薬添加量: 1 : 1 0 . 0ml 
2 : 7 . 5 1/ 
3 : 5 . 0  1/ 
4 : 2 . 5  11 
o 0.1 0.4 0.6 o.t 1. 0 1:2一
Ca 量 μgjml .
図- 6 検 量 線
ア Jレ カ D 性度 : 0 . 037N ， 波長 : 51 0mμ
よ れば簡便に 除 く こ と が 出 来 る が ， 一般に シ ア ン 化 カ リ ウ ム に よ る 隠ぺい法 が簡単であ る 。 本誌に
お い て も コ バ ル ト ， ニ ッ ケ ル ， カ ド ミ ウ ム 等がBBO と 反 応す る が微量 の 場合 は シ ア ン 化 カ リ ウ ム の
添加 に よ り 容易 にそ の 妨害 は さ け られ る 。 又 ス ト ロ ン チ ウ ム ， バ リ ウ ム 等 の ア ルLカ リ 土金属 は カ ル
シ ウ ム と 同 じ反 応を示す がBBO添加後炭酸 ア ル カ リ を加 え る と ， ス ト ロ ン チ ウ ム ， バ リ ウ ム の B政】
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錯化合 物 は分解退色す る が カ ル シ ウ ム 錯イじ合物 は安定で あ る の で或 る 程度 の 妨害 は さ け られ る 。 5;;ぢ
シ ア ン 化 カ リ ウ ム 0 . 5mlを加 え ， 1N 水酸化 ナ b リ ウ ム 2ml過剰 に加 え ， 水 で、約30mhこ希釈 し ， BBO 
試 薬 1 0ml を 加 え ， 10%炭酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 0 . 5 ml を加 え た場合 の 妨害元素 の 布在許容量を し ら ベた
結果を表 - 1 に示 し た 。
共存イ オ ン の 存在許容量
Ca : 50μgj50ml 
表 - 1
μg 
ァ，オ十 1000 Fe廿 500 
ij 200 Fëト 200 
什 200 Al情 1000 
汁 1 000 F' 500 
サ十 1 000 C204，'" 500 
t十 1 000 po"q， 500 
千十 1 000 S04，" 500 
1す十 300 Cr04" 200 
量tてア廿許シオイ存共μg 量容許オ シ共 存 イ
MLSCZNCM 
カ ル シ ウ ム ム 錯化合物の組成
0 . 028 -0 . 052N の 水酸化 ナ ト リ ウ ム ア ル カ リ 性溶液 に お い て 生成す る 赤色 の BBO ー カ ル シ ウ ム 可
議性錯化合物の 組成を Job の連続 変化法 を 適用 し て 求 めた。 即ち lカ ル シ ウ ム イ オ γ お よ び BBO の 濃
度の 和を4 . 2 X 1O-4moljl と し ， そ の 混合比 を種 々 に 変 え て 発 色せ し め450mμお よ び5 10mμ の 波長で、
そ の 吸光度を測 定 し ， 同一濃度 の 試 薬 の み の 吸光度を差引
い た も の を Y と した。 ア ル コ ー ル 濃度 はし 、 ずれ も 2D% と し
た。 結果を 図 - 7 に示 し た。
カ ル シ ウ ム と BBO が等濃度の 点 で Y が極大値を示すの
こ の 錯化合物の 組成 は 1 . 1 で あ る こ と がわ か っ た 。
0.2 
微量: カ ル シ ウ ム の 吸光光度定量 に関 し て は良法が見 当 ら
な い の で ， 著者は BBO を 用い る 定量法を検討 しそ の 定量
条件を 見 出 し た 。
発色 に適す る 7](酸侶ナ ト リ ウ ム 法度は0 .028 -0 . 05 2N ( 
約pH 12 - 1 3 ) で ， 吸光度測 定波長は5 10mμで あ る 。 試 薬
も 強 い 吸収 を示す の で 必ず試 薬溶液を対照液 と す べ き で あ
る 。 発色後約 8 分 で最大 吸光度に達 し 約 1 0分間 は安定であ
る 。試薬必要量 はCa 1 μgjml に対 し0 . 05 % lOml であ る 。 検
量線 は カ ル シ ウ ム 濃度 1 . 2，ugjml 迄直線を示 し ベ ー ル の 法
則 に従い 0 . 05μgjml 迄定量 で き る 。 微量の 重金属類は 、ン ア ン 化 カ リ ウ ム 隠ぺい に よ り ， 又 ア ル カ リ
土金属 は炭酸 ナ ト リ ウ ム 添加 に よ り 妨害 を 除 く こ と が 出 来 る 。 カ ル シ ウ ム 錯化合 物 の 組成は 1 : 1 で
あ る 。 本法 は満足す べ き 定量法で、 は な い が ， 従来法 に く ら べて ， 鋭敏度 ， 安定 性 ， そ の 他 に お い て




0. 2 0.4 0. 6 0.8 
(Ca)j CCaJ CBBO ) 
図- 7 連続変化法に よ る カ ノレ ì/ ワ
ム 錯化合物 の組成決定
CCa) + (BBO) = 
4 . 2X I 0-4moJj l  
ア ル カ リ 性度 : 0 . 037N 
ア ル コ ー ル濃度 : 20% 
1 : 51 0mμ 
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52頁下より行自I dCCIO jdt 
53頁下より17行日 I f�: 
53頁下より16行目I VOlume 











































128頁 下2行日I pl > 0 I P> 0 
130頁 下10行目 ICんχ1+hX2+hχ8J日ート01 Chχl+hχ2+hχ8Jαイ_0=0













94.60 141頁 6 行自
Cu. 
0.01%ジチゾン
くりかえす。
I59頁下から11行目
161頁 10行日
